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発機構 (OECD) や米国環境保護庁 (USEPA) において段階的な枠組み (フレー
ムワーク) が提案されている[6]。例えば OECD のフレームワークでは、評価に
関する試験法を得られる情報に基づき、試験を 5 つのレベルに区分している。
レベル 1 は既存情報の収集など実験を伴わないもの、レベル 2 は特定の内分泌
系に関連した in vitro スクリーニング試験、レベル 3 は特定の内分泌系に関連し
た in vivo スクリーニング試験、レベル 4 は in vivo での複数の内分泌系に関連し
た影響を評価する毒性試験、レベル 5 は in vivo での長期暴露による内分泌系へ
の影響または次世代への影響を評価する毒性試験となっている。この中でレベ





















第 1 章 アンドロゲン高産生マウスの作製と外生殖器の表現型解析  
 








































み換え酵素である Cre を CAG プロモーターにより全身で発現する遺伝子を持
つ CAG-Cre TG マウス[21]と当研究室にて作製された 17β3E TG マウスを利用し
た。17β3E TG マウスは 17βHSD3 と蛍光タンパク質である Enhanced green 
fluorescence protein (EGFP) の融合タンパク質である 17β3E を Cre-loxP システム
制御下で発現する遺伝子を持つ。この導入遺伝子内には CAG プロモーターの下
流に、Cre の認識配列である loxP 配列、Firefly luciferase 遺伝子 (Luc)、転写終
結シグナルである polyA 配列 (pA)、loxP 配列、17β3E 遺伝子配列、pA 配列の
順に配置されている (Fig. 1)。17β3E TG マウスの導入遺伝子だけを持つ場合、
Luc を発現するが 17β3E は発現しない。一方、この導入遺伝子は Cre 存在下に
おいて loxP 配列で挟まれた Luc 遺伝子および pA 配列が切り取られ、17β3E を
発現できるようになる。 
本章では、17β3E TG マウスと CAG-Cre TG マウスを交配することでアンドロ
ゲン高産生マウスモデルを作製し、外生殖器の表現型解析を行った。そのため






















Fig. 1. Conditional expression strategy of 17β3E gene under the control of Cre -loxP 
system. The transgene of 17β3E TG mouse include CAG promoter, loxP, luciferase gene 
(Luc), polyA (pA), loxP, 17β3E gene and pA, in the order. Without Cre recombinase, this 
transgene expresses luciferase but not 17β3E. Cre-mediated recombination results in the 
deletion of the floxed sequence (Luc and pA) and then in the expression of 17β3E gene.  
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 ICR マウスおよび C57BL/6NCrslc (B6) マウスは日本 SLC より購入した。 
 17β3E TG マウスは ICR マウスと交配させ、系統維持を行った。7 ラインある
内 、 本 研 究 で は ICR;B6D2-Tg(CAG-Luc,Hsd17b3/EGFP)1Tysn (RBRC No. 
RBRC05223) を使用した。 
 CAG-Cre TG マウス (RBRC No. RBRC01828) は大阪大学微生物病研究所の岡
部勝先生よりご供与いただいた。CAG-Cre TG マウスは B6 マウスを遺伝的背景
として持つため、本学においても B6 マウスと交配させることによって系統維持
を行った。 
 妊娠母体の血液および胎仔を得るにあたり、交配は雌雄の同居を 16 時以降に
行い、翌日の午前中にプラグの確認を行った。雌雄を別居させ、プラグが確認
できた日を妊娠 0.5 日目 (GD 0.5) とした。胎仔外生殖器の表現型解析では、出
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生直前である GD 18.5 に妊娠動物をジエチルエーテルによる深麻酔下におき、
開腹し、子宮も開き、胎仔を摘出した。胎仔や母体血液を回収したのち、妊娠
動物は深麻酔下で安楽死させた。  
 17β3E TG マウスと CAG-Cre TG マウスの交配で得られる胎仔のうち、
CAG-Cre TG マウスの導入遺伝子を持たず、17β3E TG マウスの導入遺伝子を持
つ個体を Control マウスとし、両導入遺伝子を持つ個体を DTG とした。さらに
Y 染色体上の遺伝子である Sry の有無で遺伝子上の性を XX と XY に分け、
Control XX、DTG XX、Control XY および DTG XY を実験に用いた (Fig. 2A)。 
 全てのマウスは、室温 23-25°C、明期 12 時間暗期 12 時間の明暗周期下で飼育


























































Fig. 2. Schematic diagram demonstrating the generation of androgen overproducing 
mouse. (A) Female 17β3E TG mice were mated with CAG-Cre TG mice and 8 genotypes 
fetuses were obtained. Among them, female and male fetuses with only 17β3E TG 
mouse-derived transgene (Control XX and Control XY) and with both transgenes (DTG XX 
and DTG XY) were used in the present study. (B) Genotypes were determined  by the DNA 
fragment size of 17β3E TG mouse-derived transgene (Control or DTG) and present of Sry 
DNA fragment (XX or XY). PCR primers were designed for CAG promoter region as a 
forward primer and for 17β3E gene region as a reverse primer. PCR product sizes using these 
primers were different between intact 17β3E TG mouse-derived transgene in Control mice 




 実験動物の遺伝子型の同定は尾より抽出したゲノム DNA を用いて、PCR 法で
目的の PCR 産物が増幅されることで確認した。17β3E TG マウスおよび CAG-Cre 
TG マウスの遺伝子型は、それぞれ Luc または Cre の有無で判定した。また 17β3E 
TGマウスと CAG-Cre TGマウスの交配により得られた仔動物の遺伝子型につい
ては、17β3E TG マウスの導入遺伝子の有無および遺伝子組み換えによる PCR
産物の変化から判定した (Fig. 2B)。また各個体の性は Y 染色体上の遺伝子であ
る Sry の有無で判定した。それぞれの PCR 条件は Table 1 に記した。また DNA







2-4 Total RNA の作製 
 対象となる組織をチューブに入れ液体窒素により凍結した。凍結させたサン
プルに TRI Reagent (MOR) 1.0 mL を加えて、ハサミで切断した後、ホモジナイ
ズ処理した。クロロホルム 0.2 mL を加え、30 秒間撹拌後、氷上で 5 分間静置し、
10 分間遠心した (16000 g, 4°C)。遠心後、上層 (水層) を別の 1.5 mL チューブ
にとり、0.5 mL のイソプロパノールを加え、転倒混和した後、氷上で 10 分間静
置し、15 分間遠心した (16000 g, 4°C)。上清を取り除いて、70% エタノール 0.1 






































































Table 1  Oligonucleotide primer sequences and PCR conditions for genotyping 
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デカンテーションで取り除き、5～10 分間風乾後、0.1 mL の滅菌 MilliQ 水を加
え、数回ピペッティングして沈殿を溶解し、-80°C に保存した。 
 
2-5 Single strand cDNA の合成 
 1 μg 相当の Total RNA、1 μM mixed oligo dT primer (TP) 2 μL を混和し、全量
が 5 μL になるように調製した。RNA の高次構造を壊すために 70°C で 5 分間加
熱した後、5 分間氷上で急冷した。ImProm-II Reverse Transcriptase (Promega) に
添付されている ImProm-II 5×Reaction Buffer 4 μL、25 mM MgCl2 2.4 μL、10 mM 
dNTP mix 1.0 μL、ImProm-II Reverse Transcriptase 1.0 μL を混和し、全量 20 μL と
なるよう調製した。これを 42°C で 1 時間インキュベートし、氷上で冷却後、TE 
80 μL を加え、-80°C に保存した。 
 TP の配列を以下に示す 
 
TP: 5’-GCGAGTCGACCGTTTTTTTTTTTTTVN-3’ 





2-6 定量 Real-time RT-PCR 
Cre-loxP システム制御下での導入遺伝子発現を確認するため、胎盤・胎仔で
の EGFP mRNA 発現レベルを測定した。また内部標準として β-actin mRNA を測
定した。本章 2-4 および 2-5 の方法を用いて GD 14.5 に回収した胎盤・胎仔から
cDNA を作製し、鋳型として用いた。EGFP 及び β-actin のプライマーおよび PCR
条件は Table 2 に記した。PCR 反応させる溶液として、100 ng 相当の cDNA、
QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen) 5 μL、10 pmol/μL forward primer 
0.5 μL、10 pmol/μL reverse primer 0.5 μL を混和し、全量 10 μL となるように調
整した。これを Light Cycler capillaries (Roche) に分注し、3000 g で 1 秒間遠
心して溶液を落とし、Light Cycler (Roche) を用いて Real-time RT-PCR を行っ











































 17β3E TG マウスと CAG-Cre TG マウスの交配または 17β3E TG マウスと B6
マウスの交配を行い、GD 14.5 の妊娠母体から血漿および胎盤・胎仔を採取した。 
 ジエチルエーテルによる深麻酔下で妊娠 17β3E TG マウスを開腹し、ヘパリン 
(Nacalai tesque) 処理を施した 25 G の針およびシリンジを用いて、下大静脈から
血液を 1 mL 程度回収した。妊娠動物はそのまま麻酔下で放血死させた。回収し




存した。4 腹分の胎仔から 1 腹あたり 1-2 匹ずつ Control XX、DTG XX、Control 
XY および DTG XY の胎盤・胎仔を選び、各群 5 匹分の凍結サンプルおよび 4
腹分の母体血漿を回収した。 
得られた検体について、アンドロステンジオン (A-dione)、テストステロン (T)、
ジヒドロテストステロン  (DHT)、エストロン  (E1)、エストラジオール  (E2)、




2-8 胎仔体重、肛門生殖結節間距離 (AGD) の測定 
 GD 18.5 に得られた各胎仔について、体重と代表的な雌雄の指標である
AGD を測定した。摘出した胎仔の表面の水分を軽く拭き取ったのち、重量を測
定した。断頭による屠殺を行い、尾をジェノタイプ用に切り取ったのち、胎仔
を 4% Paraformaldehyde (PFA) 溶液に浸漬し固定および保存した。固定後の胎仔
AGD (Anogenital distance) の測定には実体顕微鏡 Leica M250 A (Leica) および付
属のソフトウェア LAS V3.8 (Leica) を用いた。AGDは体長にも影響されるため、




水させ、キシレンで洗ったのち、パラフィン包埋した。切片を 5 μm で切り出し、
キシレンで洗い、エタノールおよび水でさらに洗った。その後、マイヤーヘマ










Mann-Whitney U 検定を行い、Bonferroni 補正した有意水準を用いて有意差検定
を行った。妊娠母体血漿中のホルモン濃度については Mann-Whitney U 検定を行
った。胎仔・胎盤のホルモン濃度については、検定回数で補正した有意水準で
ある P < 0.0083 (= 0.05/6) となった場合に有意とし、それ以外の項目については、





第 3 節 結果 
 
3-1 Cre-loxP システム制御下での導入遺伝子の発現  
 17β3E TG マウスの雌と CAG-Cre TG マウスの雄を交配し、得られた胎仔を用
いて導入遺伝子の発現を調べた。17β3E TG マウスがもつ導入遺伝子は、Cre に
よる組み換えが生じない限り 17β3E を発現しないように設計している。17β3E
配列はマウス由来の 17βHSD3 配列を持つため、Cre-loxP 制御下での導入遺伝子
発現はマウスが本来持たない EGFP mRNA の発現を検出することで確認した。
その結果、胎仔および胎盤において、17β3E TG マウスの導入遺伝子のみをもつ
Control XX および Control XY では EGFP mRNA の発現は認められなかった。そ
の一方、DTG XX および DTG XY では胎仔および胎盤ともに EGFP mRNA の発
現が認められた (Fig. 3)。この結果より、確かに 17β3E TG マウスの導入遺伝子








3-2 Cre-loxP システム制御下でのアンドロゲン高産生  
 Cre-loxP システムによる 17β3E 遺伝子の発現制御が確認できたため、次に遺
伝子発現制御に伴ったアンドロゲン高産生が生じているか検証した。そこで
Control XX、DTG XX、Control XY および DTG XY 個体についてステロイドホル
モンレベルを調べた。 
 胎仔ホルモン濃度のうち、アンドロゲンである A-dione、T および DHT 濃度は
Control XX に比べて Control XY で有意に高い値であり、アンドロゲン濃度の性
差を確認することができた (Figs. 4A-C)。一方、E1、E2および P4濃度には Control 
XX と Control XY との間では有意差がみられなかった (Figs. 4D-F)。遺伝子上の










































































Fig. 3. Cre-mediated EGFP mRNA expression in fetuses (A) and placentas (B) (GD 
14.5). Values represent means ± SD; n = 4 fetuses or placentas per group. **; P < 0.01 





度で違いは認められなかったが、T および DHT 濃度で有意な上昇がみられた 。
遺伝子上の性が雄である Control XY と DTG XY の比較においても同様であり、
T では有意差は無いものの、DTG XY の T と DHT 濃度は Control XY に比べ高
値を示していた。 
 胎盤のホルモン濃度では Control XX-Control XY 間で有意な違いを示すホルモ
ンはみられなかった (Fig. 5)。胎盤 DHT 濃度は胎仔と同様に、遺伝的性が同じ
である Control 個体と DTG 個体を比較すると、DTG 個体で高値となる傾向にあ
















































































































































Fig. 4.  Cre-mediated androgen overproducing in fetuses (GD 14.5). Values represent 
means ± SD; n = 5 fetuses per group. *; P < 0.0083 (Kruskal-Wallis analysis followed by 
Mann-Whitney U test). Bonferroni adjustment was performed to determine the level of 








3-3 胎盤・胎仔でのアンドロゲン高産生が母体ホルモン環境に与える影響  
 胎盤・胎仔におけるホルモンの変化が母体のホルモン環境に影響しているか
















































































































































Fig. 5. Cre-mediated androgen overproducing in placentas (GD 14.5). Values represent 
means ± SD; n = 5 fetuses per group. *; P < 0.0083 (Kruskal-Wallis analysis followed by 
Mann-Whitney U test). Bonferroni adjustment was performed to determine the level of 









3-4 アンドロゲン高産生マウスモデルにおける胎仔 AGD 発達 
 GD18.5 にサンプリングした胎仔の体重において Control XX、DTG XX、
Control XY および DTG XY の 4 群間で有意な変化は認められず、DTG 個体にお
けるアンドロゲン濃度の上昇は発育自体には特に影響を与えないものと考えら
れた (Fig. 7)。  
 Fig. 8Aは実際に観察した胎仔 AGDの実体顕微鏡下で撮影した写真である。 














































































































































































Fig. 6. Changes of pregnant serum hormone carrying androgen overproducing fetuses 
(GD 14.5). Values represent means ± SD; n = 4-5 pregnant mice per group. *; P < 0.05 




ができた。この性差と同様の有意な変化が Control XX-DTG XX 間でもみられて
























































Fig. 7. Effects of androgen overproduce on 
fetal body weight (GD 18.5). Values 
represent means ± SD; n = 4-8 fetuses per 
group. **; P < 0.01 (one-way ANOVA 
followed by Tukey’s HSD test).    
Fig. 8. Effects of androgen overproduce 
on fetal AGD (GD 18.5). (A) Black bar 
and white arrow represent AGD and 
genital tubercle respectively. t; tail. (B) 
Values represent means ± SD; n = 4-8 
fetuses per group. **; P < 0.01 (one-way 








の性特異的な組織像は GD 18.5 の Control XX、Control XY においても確認でき
た (Fig. 9B)。一方、アンドロゲンを高産生している DTG XY においては、Control 
XY 同様の雄に典型的な生殖結節組織像が確認され、アンドロゲンの影響は認め




Fig. 9. Effects of androgen overproduce on morphology of fetal genital tubercle  (GD 18.5). 
Black arrows indicate the urethra within the glans region, and black opposing arrowheads 
indicate fused prepuce. White opposing arrowheads indicate a non-tubular urethra or urethra 




















第 4 節 考察 
 
 17β3E TG マウスが組換え遺伝子 Cre の制御下で導入遺伝子を発現し、アンド
ロゲンを高産生しているか確認した。そのために、17β3E TG メスマウスと
CAG-Cre TG オスマウスを交配し、GD 14.5 で 17β3E TG メスマウスから血漿と
胎盤・胎仔を回収し、EGFP mRNA の発現量とステロイドホルモン濃度を測定し
た。さらに GD 18.5 に回収した胎仔の外生殖器の表現型を AGD と生殖結節の組
織切片像から評価した。 
 本検討において、17β3E TG マウスと CAG-Cre TG マウスと交配することで、
Cre-loxP システム制御下でアンドロゲンを胎生期より高産生するマウスモデル
を作製できることを示した。両 TG マウスの交配により得られた DTG 個体では、
CAG-Cre TG マウス由来の Cre により 17β3E TG マウス由来の導入遺伝子が遺伝
子組み換えを起こし (Fig. 2B)、胎生期から 17β3E を発現し (Fig. 3)、アンドロ
ゲンを高産生していた (Fig. 4)。そしてこの Cre 依存的にアンドロゲンを高産生
する DTG 個体の雌である DTG XX は雄型の AGD と生殖結節組織像を示した 
(Figs. 8 and 9)。 
 17β3E TG マウスはもともと 17βHSD3 により T を高産生させるように設計し
ていたが、本章の結果では DTG 個体において T よりもむしろ DHT の産生量が
 26 
 
増加していた (Figs. 4B and C)。詳細なメカニズムは不明であるが、高産生され
た T が作用することで T を DHT に変換する酵素である 5α-reductase の発現が
DTG 個体で誘導される可能性が示唆された。  
 
 DTG XX 個体では、AGD および生殖結節が雄性型となっていた (Fig. 8,9)。
これらの結果から、遺伝子上は雌であってもアンドロゲンの作用により雄性生
殖器が形成されることを実証することができた。また DTG 個体を妊娠している
母体血中において P4 濃度の有意な低下がみられたが (Fig. 6F)、本マウスモデル
においては DTG 個体の同腹に Control XX および Control XY がおり、どちらも






























第 2 章 アンドロゲン高産生マウスにみられた外生殖器の雄化に対する抗アン
ドロゲン剤による回復実験 
 
第 1 節 緒言 
 
 前章までの結果より、胎生期にアンドロゲンのみを高産生している DTG XX
は AGD と生殖結節が雄化することが示された。通常の雌は X 染色体を 2 本持
ち、通常の雄は X 染色体を 1 本持つ。この X 染色体の遺伝子量の違いそのもの
が体重や行動の性差に影響することが報告されている[26, 27]。通常、遺伝子上











第 2 節 実験材料および方法  
 
2-1 試薬 




 第 1 章と同様に 17β3E TG マウスと CAG-Cre TG マウスを交配し、フルタミド
を 100 mg/kg/day の用量で妊娠 17β3E TG マウスに皮下投与した。そして得られ
る胎仔のうち、Control XX、DTG XX、Control XY、DTG XY を実験に用いた。




 胎仔 AGD および生殖結節切片は第 1 章と同様の方法で行った。 
 
2-4 統計学的解析 
 統計学的解析は SPSS 15.0J (IBM, Chicago, IL)を用いた。胎仔体重および
 30 
 
AGD についてフルタミドを暴露させた 4 群で比較する際は、一元配置分散分析
を行い、有意差が認められた場合は、Tukey 検定で各群間での有意差検定を行っ
た。また Control XX、DTG XX、Control XY および DTG XY の各群をフルタミ
ド非暴露 (第 1 章の結果を引用) とフルタミド暴露で比較する場合は、Student’s 
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モデルマウス胎仔の生殖器に対するフルタミドの影響  





ある Control XX-Control XY 間の差も、アンドロゲン高産生により生じていた
Control XX-DTG XX 間の差もみられなくなった (Fig. 11A)。また最もアンドロ
ゲン濃度が高かった DTG XY 個体についてもその他の群と同等の AGD となっ
た (Fig. 11A)。フルタミドを投与していない群とも比較したところ、DTG XX、
Control XY および DTG XY で有意に低下しており、全群が Control XX と同等の
AGD となっていると考えられた (Fig. 11B)。また生殖結節の組織像を第 1 章と
同様の方法で評価したところ、DTG XX は Control XX と同様の典型的な雌性生
殖器形態を示した (Fig. 12)。この結果から、フルタミドによって DTG XX で生
じる外性器の雄化が阻害されることが示された。また AGD と同様に Cotnrol XY
および DTG XY の生殖結節も Control XX 個体と同様の組織像を示し、生殖結節
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Fig. 10. Effects of maternal exposure to flutamide on fetal body weight in androgen 
overproducing model (GD 18.5). (A) Values represent means ± SD; n = 3-11 fetuses per 
group. **; P < 0.01 (one-way ANOVA followed by Tukey’s HSD test). (B) Values represent 
means ± SD; n = 3-11 fetuses per group. **; P < 0.01 (Student’s t-test, vs. Non-treated group 
of each genotype (data from Fig. 7-8))  
 
Fig. 11. Effects of maternal exposure to flutamide on fetal AGD in androgen 
overproducing model (GD 18.5). (A) Values represent means ± SD; n = 3-11 fetuses per 
group. **; P < 0.01 (one-way ANOVA followed by Tukey’s HSD test). (B) Values represent 
means ± SD; n = 3-11 fetuses per group. **; P < 0.01 (Student’s t-test, vs. Non-treated group 






DTG XX DTG XYControl XX Control XY
Fig. 12. Effects of maternal exposure to flutamide on morphology of fetal genital tubercle 
in androgen overproducing model (GD 18.5). White opposing arrowheads indicate a 
non-tubular urethra or urethra outside of the glans region.  
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 本章の検討により、DTG XX 個体にみられていた外生殖器の雄化は、アンド
ロゲン受容体のフルアンタゴニストであるフルタミドにより抑制されることが
示された。 
 アンドロゲン受容体のフルアンタゴニストであるフルタミドを 100 mg/kg/day
の用量で GD 9.5 から GD 17.5 まで暴露させると、アンドロゲンを高産生し雄型
の外生殖器を持つ雌個体 (DTG XX)、通常の雄個体 (Control XY) および通常よ
り 3 倍程度高いアンドロゲン濃度を持つ雄個体 (DTG XY) の 3 群すべてが通常
の雌 (Control XY) と同等の AGD および生殖結節組織像となることが示された  
(Fig. 11,12)。これにより、アンドロゲン作用を阻害することで、遺伝子上の性
に関係なく AGD および生殖結節組織像は雌型に誘導可能であることが示され








第 3 章 アンドロゲンに依存した生殖器発達を用いた胎仔に対する化学物質の
抗アンドロゲン作用評価 
 























溶媒であるセサミオイル  (SO) および 10%エタノール入りコーンオイル 









第 2 節 実験材料および方法  
 
2-1 試薬 
 投与に使用した CO および SO は Nacalai tescue より、エタノールは関東化学
よりそれぞれ購入した。 
 フィナステリド (東京化成) はエタノールに溶解させ、125、250、500 mg/mL
の濃度となるフィナステリド溶液を作製した。これを CO で 10 倍希釈し、1.25、
2.5、5.0 mg/mL の濃度のフィナステリド溶液を作製した。それぞれのフィナス
テリド溶液を妊娠 ICR マウスに 0.01 mL/g body weight の容量で投与し、用量を




 妊娠 ICR マウスを日本 SLC より購入した。飼育室に搬入する日が GD 6.5-8.5
となるように発注した。第 2 章と同様に GD 9.5 から GD 17.5 まで皮下注射によ
り溶媒やフィナステリドを投与し、GD 18.5 に胎仔をサンプリングした。胎仔の





2-3 胎仔 AGD・生殖結節組織像  
 第 1 章と同様の方法で AGD および生殖組織像を評価した。胎仔生殖結節の組
織切片は先端から 0.4 mm の位置で作製した。本章では、胎仔体重および AGD
については妊娠母体から得られた胎仔について雌雄それぞれ 1 腹ごとに平均値
をとり、それを例数 1 とし群の平均値をとって評価した。生殖結節の組織像に
ついては 1 群 3 腹以上で 1 腹から数匹の雄胎仔をランダムに選択し、組織像の





的解析は SPSS 15.0J (IBM, Chicago, IL)を用いた。一元配置分散分析を行い、有
意差が認められた場合、Dunnett 検定によってコントロール群とその他の群間で
有意差検定を行った。生殖結節の雌型組織像の頻度については、MEPHAS 
(http://www.gen-info.osaka-u.ac.jp/MEPHAS/steel.html) を利用し Steel 検定を行っ
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3-1 植物油が胎生期 AGD および生殖結節に影響する可能性の検討  
化学物質の抗アンドロゲン作用を評価する際に、溶媒として CO、SO および
E-CO が用いられることが多い。これらの植物由来の油には生理活性物質が含ま
れており、胎仔 AGD に影響する可能性もある。そこで、胎仔 AGD を用いて抗
アンドロゲン作用を評価するに前に CO、SO および E-CO が胎仔 AGD に与える
影響を調べた。陰性対象としては生理食塩水を用いた。  
 母体体重、生存胎仔数およびその性比は投与による影響がみられなかった  
(Table 3)。胎仔体重においても各溶媒群間で有意な違いは認められず  (Fig. 13)、
胎仔 AGD および生殖結節の組織像についても同様であった  (Figs. 14 and 15)。
したがって、妊娠動物に被検物質を投与し、その影響を胎仔 AGD で評価する際











Parameters Saline CO SO E-CO
Pregnant number n = 4 n = 6 n = 5 n = 5
Dam’s weight
during pregnancy (g)
GD9.5 39.06 ± 1.69 39.74 ± 4.34 40.11 ± 3.32 40.76 ± 2.05
GD10.5 40.23 ± 1.81 42.11 ± 3.21 41.72 ± 2.87 42.61 ± 1.84
GD11.5 42.57 ± 2.67 44.49 ± 3.21 43.49 ± 2.76 44.76 ± 2.02
GD12.5 44.57 ± 2.54 47.70 ± 3.25 46.65 ± 2.96 47.83 ± 1.70
GD13.5 47.65 ± 3.11 50.17 ± 3.45 49.41 ± 2.45 49.78 ± 2.58
GD14.5 51.40 ± 3.27 53.68 ± 3.90 52.02 ± 2.74 54.07 ± 2.00
GD15.5 56.25 ± 3.87 57.62 ± 4.60 56.29 ± 3.00 58.31 ± 2.69
GD16.5 60.37 ± 4.62 63.42 ± 5.56 60.60 ± 3.95 62.58 ± 3.68
GD17.5 65.28 ± 5.42 68.26 ± 4.78 65.01 ± 4.26 67.10 ± 3.12
GD18.5 70.15 ± 5.88 73.36 ± 4.85 68.62 ± 4.41 71.07 ± 5.12
Litter sizea 13.3 ± 1.3 13.8 ± 1.9 11.6 ± 2.9 13.0 ± 1.2
Sex ratiob 0.626 ± 0.177 0.533 ± 0.110 0.557 ± 0.085 0.567 ± 0.122
Table 3  Effects of maternal exposure to vegetable oils on pregnancy parameters
Each value represents the means ± SD of 4–6 dams per group. In the statistical analyses, 
one-way ANOVA followed by Dunnett’s test was conducted between the four groups (vs . 
saline). Significant difference: P < 0.05. 
a 
Number of live fetuses per litter. 
b 
Ratio of live male 
fetuses to total number of live fetuses per litter.  
 
Fig. 13. Effect of vehicle on fetal weight (GD 18.5). Values represent means ± SD; n = 




























































Fig. 14. Effect of vehicle on fetal AGD (GD 18.5). Values represent means ± SD; n = 
4–6 litters per group. 
Fig. 15. Effect of vehicle on genital tubercle morphology (GD 18.5). Black arrows 
indicate the urethra within the glans region, and black opposing arrowheads 
indicate fused prepuce. White opposing arrowheads indicate a non-tubular urethra 









なかった (Fig. 16)。 
 雄胎仔 AGD について、コントロール群とフィナステリド投与群を比べたとこ
ろ、どの群も有意な低下がみられた (Fig. 17)。フィナステリド 12.5、25 および
50 mg/kg/day群の雄胎仔AGDはそれぞれコントロール群の雄胎児 AGDの 83.7%、
86.3%および 83.7%であった。またコントロール群の雌胎仔 AGD は雄の 55.5%
であった (Fig. 17 の破線)。5α-reductase の阻害による抗アンドロゲン作用も雄胎
仔 AGD で評価可能であることが示された。Fig. 18A は、0 mg/kg/day でみられた
雄型の組織像、12.5-50 mg/kg/day の各群でみられた雌型の生殖結節組織像を示
している。雌型の生殖結節組織像の出現頻度を調べた結果、用量依存的に増加
し有意な増加は 50 mg/kg/day の用量でみられた (Fig. 18B)。生殖結節の組織像で












0 (E-CO) 12.5 25 50
Pregnant number n = 7 n = 7 n = 8 n = 7
Dam’s weight
during pregnancy (g)
GD9.5 41.46 ± 2.41 41.64 ± 3.39 41.30 ± 2.47 42.33 ± 3.45
GD10.5 43.25 ± 2.11 43.50 ± 3.25 43.34 ± 2.28 43.61 ± 3.48
GD11.5 45.47 ± 2.49 45.39 ± 3.74 45.78 ± 2.40 45.59 ± 3.36
GD12.5 48.47 ± 2.22 47.75 ± 3.76 48.54 ± 2.63 48.20 ± 3.96
GD13.5 50.79 ± 2.93 50.25 ± 4.83 51.50 ± 3.32 51.08 ± 4.40
GD14.5 55.07 ± 2.77 53.49 ± 5.63 55.05 ± 4.37 54.70 ± 4.92
GD15.5 59.35 ± 3.14 57.45 ± 6.60 59.82 ± 4.34 59.04 ± 5.82
GD16.5 63.29 ± 4.26 62.18 ± 7.60 65.25 ± 5.29 63.05 ± 5.33
GD17.5 67.90 ± 3.95 66.83 ± 8.31 70.34 ± 5.45 67.07 ± 5.96
GD18.5 71.13 ± 4.19 71.74 ± 9.62 74.88 ± 6.61 72.28 ± 6.16
Litter sizea 12.9 ± 1.3 13.1 ± 2.5 14.4 ± 3.2 13.3 ± 2.8
Sex ratiob 0.525 ± 0.150 0.546 ± 0.217 0.442 ± 0.121 0.471 ± 0.137
























0 12.5 25 50
Male FemaleA B
Each value represents the means ± SD of 7–8 dams per group. In the statistical analyses, 
one-way ANOVA followed by Dunnett’s test was conducted between the four groups (vs. 
E-CO). Significant difference: P < 0.05. 
a 
Number of live fetuses per litter. 
b 
Ratio of live male 
fetuses to total number of live fetuses per litter  
 
Fig. 16. Effect of vehicle on fetal body weight (GD 18.5). Values represent means ± 
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0 12.5 25 50
*
B
Fig. 17. Effect of vehicle on male fetal AGD (GD 18.5). Values represent means ± SD; 
n = 7–8 litters per group. The dotted line represents means of female fetal AGD in 
vehicle control group. *, P < 0.05 (vs. saline group; one-way ANOVA followed by 
Dunnett’s test).  
 
Fig. 18. Effect of vehicle on genital tubercle morphology of male fetuses (18.5). (A) 
Black arrows indicate the urethra within the glans region, and black opposing 
arrowheads indicate fused prepuce. White opposing arrowheads indicate a 
non-tubular urethra or urethra outside of the glans region. (B) Values represent 
means ± SD; n = 3–5 litters per group. *, P < 0.05 (vs. vehicle control group; 
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 化学物質の溶媒として CO は一般的に用いられており、OECD の発生発達毒
性に関するテストガイドラインにおいても油溶媒の例として挙げられている 










SO および E-CO が胎仔 AGD および生殖結節に与える影響を検討した。その結
果、妊娠母体の体重、生存胎仔数および胎仔の性比において変化はみられず、
どの溶媒も母体の妊娠状態に影響を与えていないと考えられた  (Table 3)。また
胎仔の体重、AGD および生殖結節にも変化はみられなかった (Fig. 13-15)。し
たがって、胎仔 AGD および生殖結節に対しては CO、SO および E-CO の溶媒は
影響せず、化学物質の影響評価に干渉しないと考えられた。フィナステリドは
CO に対する溶解性が悪いため、E-CO を溶媒として選択した。 
 フィナステリドの暴露ではどの用量群でも、母体体重、生存胎仔数および胎
仔の性比に影響はみられなかった (Table 4)。また胎仔体重でも有意な低下は、
どの用量群でもみられなかったが (Fig. 16)、雄胎仔の AGD は用量依存的な短縮
がみられた (Fig. 17)。各用量群の低下幅をみると、12.5 mg/kg/day は 16.3%の低
下、25 mg/kg/day は 13.7%の低下、50 mg/kg/day は 16.3%の低下であった。アン
ドロゲン高産生マウスモデルに対してフルタミドを暴露させた際の Control XY
個体における AGD の低下幅は 27.9%であり、またフィナステリドの用量を上げ
るとさらに雄胎仔 AGD が低下するように見える。しかし、B6 マウスを用いた




程度の低下であった [33]。そのため、本検討の ICR マウスにおいてフィナステ
リドの用量を上げても、雄胎仔 AGD は雌と同等になるほどの低下は起こらない





















 以上の結果から、雄胎仔の AGD および生殖結節組織像を用いることで抗アン
ドロゲン剤の影響を用量依存的に評価できることが示された。特に AGD は今回
の条件で評価可能であり、組織標本の作製する評価法に比べると簡易的である

























 本論文の審査にあたり、有益なご助言を賜りました本学 生化学研究室 五
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17βHSD3: 17β-hydroxysteroid dehydrogenase type 3 
EGFP: Enhanced green fluorescence protein 
Luc: Luciferase 
pA: polyadenylation signal  
B6: C57BL/6NCslc 
GD: 妊娠後日齢 
DTG: Double transgenic mouse 
TP: oligo dT primer 






AGD: Anogenital distance (肛門生殖結節間距離) 
PFA: Paraformaldehyde 
CO: Corn oil 
SO: Sesame oil 
E-CO: 10% ethanol in corn oil  
 
